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放射線照射後に 生ずる遅発性脳壊死 の 発 生機序 に つ い て， 脳内血管内皮細胞障害と の 関連 に お い て
組織学的な ら びに 生化学的検索 を行 っ た ． 対象 は雑種成犬 25頭 で ， う ち 19頭を照射群と し 6頭 を対照群
とし た
一
大脳半球 に ラ イ ナ ッ ク X 線1 5 Gy を－一 回照射 し， 3， 6， 9， 12， 15， 30 カ月後 に屠殺 し， 摘 出
した脳 よ り， 組 織学的検索用試料 の 採取 と脳内血管内皮細胞の 分離 を行 っ た． 前者 に つ い て は光顕と電
顕 を 軌 －て脳壊死 に 至 る過程 を観察し， 後者に つ い て は放射線照射に よ る細胞周期内勤態 と D N Aの 質 的
変化を生化学的に 検索し た． す な わ ち， フ ロ ー サイ ト メ トリ ー に て S十 G2十 M 期 に 占め る細胞比率 瀾殖
期細胞比率う を算出す る と同 時に ， Fe u鹿 一 加水分解 を行い ア プ リ ン 酸生成 お よ び破壊の 速度定数を求 め
た
．
その 結果， 光願 的に は－ 照射 後3 カ月 で は 著変は な い が ， 6 カ月 で は白質の 海綿状変化が散在性 に み
られ た
．
9 カ 月 で は 主 と して 前頭葉の 白質内に 小 壊死 巣が 出現 し， その 周囲の 血 管 に は内皮細胞の 増殖や
肥夙 小円形細胞浸潤な どが み ら れ た． 15 カ月 まで は壊死 巣は拡大傾向に あ るが ， そ れ以 降30 カ月 まで 新
し い 壊死 巣の 出現 は み られ な か っ た
． 電頗 的に は， 照射後 6 カ月 で は， 毛細血管や細静脈の 内皮細胞 に ピ
ノ サ イ ト シ ス の 克進が み られ ， 9 カ月後 で は核の 肥厚お よ び血管内腰 の 著明 な 狭窄が み られ た． 核は 切
れ こ み が深く 真正 ク ロ マ チ ン の 増加 を示 し， 胞 体に は細胞内 フ ィ ラ メ ン トや フ リ ー リ ポ ゾ ー ム ， W eibeト
Palade 小体， 微絨毛な どが 発達 して い た－ さ ら に ， 内皮細胞 をと り ま く基底膜は多層化 を示 し， 周囲に は
膠原線継が増加 し て い た ■ 同様の 血 管変化 は壊死巣 の 周囲に お い て照射後 15 カ月 ま で 認め られ た が， 照射
30カ 月後に は血 管内皮細胞 はほ ぼ 正常 な超微形態を呈 した． ま た， 血管内皮細胞の 増殖期細胞比率は， 対
照群 で は 6■4 ％で ある の に 対 し， 照射群 では ， 3 カ月後15．0％， 6 カ月後14．7％， 9 カ月後 23．3％， 12 カ
月後 14．5％， 15 カ月後 15■7％， 30 カ月後 20．1％と い ずれ も対照群よ り 高値 を示 した
．
さ ら に ， D N Aの 転
写活性に 相関 す る ア プ リ ン 醸生成 の 速度定数は， 照射 9 カ月後に 最大 を示 した． こ れ ら の 事実は， 放射線
照 射 に よ り内皮細胞 の 細胞周期の 部分 的同調が生じ 照射後9 カ月頃 に 次期分裂期 へ の 移行が最大と なる
こと を示唆 し た
．
以 上 よ り， 放射線 照射 に よ り生じ た脳内血管内皮細胞 の 潜在的 D N A障害と細胞周期の 部
分的同調が ， 遅発 性脳壊死 の 発 生 に 重 要な役割 を果 す もの と推定され た
．
Key w o rds delayed r adiatio n necr o sis， e ndothelial cell， flo w cyto metry，
Fe ulgenhydrolysIS
中枢神経系 に 対す る放射線照射の 重 大な 副作用 の 一一
つ と し て， 遅発性脳壊死 の 発生 が 知 らjLて い る ． 遅発
性脳壊死 は放射線照射の 1 へ 2年後に 生 ず る た め ， そ
の 臨 床的診断お よ び 治療 は困難 で あ る と さ れ て い
る1 州 ． 遅発 性脳壊死 の 発 生に は， 脳 内血 管内皮細胞 の
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障害 に よ る 循環不全 が関与す る こ と が 示 唆さ れ て お
り ， 放射線照射後に 生ず る血 管内皮細胞の 障害 に つ い
て は， こ れ ま で 多数の 組織学的研究が な され て い る．
す なわ ち ， Lle n aら
7I
， 松村当来． 遅発性脳壊死 を き た
し た症例の 脳 を電顕的に 観察し， 壊死 巣周囲の 血管 に ，
A bbr e viatio n s こ a， the c o nstant repres e nting the a m o u nt of potentially stain able D NA
prese nt init ally 三Ip， the m a xim alyieldof apurinic acidニtp， the pe ak tim e of depurinatio n3
Kl， the r ate co n sta nt of depu rin atio ni K2， the r ate co nsta nt of depolymerizatio n．
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内皮細胞 の変性が み ら れ る こ と を報告 した． 同様の 所
見 は， 多数の 研究者に よ っ て 動物実験 に お い て も確認
さ れ てい る9ト1封 ． 一 方 ， Ca v en e ss川 は， サ ル を用 い た
実験に よ り， 遅発性脳壊死の発生 に 脳内血管内皮細胞
の細胞周期の変化が密接な関係 を持 つ と した． しか し，
放射線照射後に 生ず る脳内血管内皮細胞の D N A障害
や細胞周期の変化 に つ い て は こ れ まで 詳細な研究は な
され て い な い ． 近年， フ ロ ー サイ トメ トリ ー に よ る細
胞周期 の解析や Fe ulge n加水 分解反応 に よ る D N A
の 質的変化 の解析が 飛躍的 に 進歩 した ． そ こ で本研究
に お い て， 著者 は放射線照射 に よ る 遅発性脳壊死の 発
生機序に つ い て脳内血管内皮細胞障害 との 関連 に お い
て ， 組織学的な ら び に 生化学的検索 を行 っ た ． す なわ
ち， 雑種成犬 に放射線照射後経時的 に 脳 を摘出 し， 光
顕と電顕 に よ る観察 を行い ， 同時 に 脳内血 管内皮細胞
を分離 し上 述の 手法 に よ り細胞周期 の解析 と D N Aの
質的変化の解析 を行っ た．
材料お よ び方法
体重 8 句 12 kg の 雑種成犬 25頭 を検索 の 対象 と し
た ． ベ ン ト パ ル ビタ ー ル 20旬 30m gノkg の静脈麻酔下
に，19頭 の － 側大脳半球 に Lin a cX 線発生装置 く三菱
電機製 M L－15 M III型l を用 い て 10 M Vの X 線 15 Gy
を 一 回 照射 した． 残 りの 6頭 は X 線照射 を行わず対照
群 と した ． 照射後， 3， 6， 9， 12， 15， 30カ月 に ペ
ン トパ ル ビタ ー ル 60ル 90m glkg の 静脈注射に よ り
屠殺 し， 直ち に脳 を摘出 した． 摘出脳 より光顕 な らび
に 電顕用 試料 を採取 し， 残 り の脳 よ り血管内皮細胞 を
分離 した．
王 ． 光顕 お よび 電顕 用 標本 の 作製
光顕用 に は， 組織片を 10％中性 ホ ル マ ル ン 溶液に て
1週 間固定 し た後， パ ラ フ ィ ン に 包 埋 した． 厚さ 4 旬
6声 m の 切 片 を作製 し， へ マ ト キ シ リ ン
． エ オ ジ ン
くH Eう 染色， ル ク ソ ー ル ． フ ァ ー ス ト ブル ー くL F Bう
染色 を施 し， 光学顕微鏡に て観察 した． 電顕用 ほMう
に は ， 試料 を 2．5％グル タ ー ル ア ル デ ヒ ド溶液 に て 2
時間固定 した 後， さ ら に 1％オ ス ミ ウ ム 酸で 4
0
C ， 1
時間固定 した ． エ タ ノ ー ル 系列で脱水後 エ ボ ン 812に
包埋 し， L K Bミ ク ロ ト ー ム を用 い て ， 超薄切片 を作製
した． 酢酸ウ ラ ニ ー ル と硝酸鉛の 二 重染色 を施 し， 日
立 H－600 型電子 顕微鏡 で 観察 した．
工工 ． 脳 内血管内皮細胞 の 分 離
Go etz ら1 61の 方法 に よ り直径 150JLm 以 下 の脳内血
管よ り 内皮細胞 の 分離を行 っ た． あらか じめ髄膜 を剥
離 した約 20g の脳 を，10％牛胎児血清 くGI B C O社川口
Eagle
，
s minim u m e ss e ntial m ediu m くM E MH日水1
中に て ， 1 旬 2 m m3に 細切 し同培養液 に て 遠心 洗浄 し
た ． そ の 沈溶に ， 0．5％の 濃度 で c ollagen a s e－dispa s e
くBo ehringer Ma n nheim 社1 を溶解 し た M E M 15 ml
を加 え， 37
q
C， 1時間振盗培養し た． 遠心 後， 沈瘡 に
25％の 濃度で牛血 清 ア ル ブ ミ ン くBo vin e Albumin
Po wde rFr a ctio nV， A R M O U R社lを溶解 した M E M
40ml を加 え， 再び遠心 し た． 沈漆 に 1 00mlの 培養液
を加 え， 150ノJ m の ナイ ロ ン メ ッ シ ュ を通 した の ち， 濾
過液を さ ら に 遠心 した ． 沈漆に 10mlの c ollagen a s e－
dispa se溶液 を加 え， 37
0
C， 30 分間振盟培養後， 40 ml
の 冷培養液を加 え た． 細胞浮遊液 を， 底 に 50ノJm ナイ
ロ ン メ ッ シ ュ を 張 り 直径 0．25へ 0．30m m の ガ ラ ス
ビ ー ズ を詰め た 円柱の中 を通 し， さ ら に 200mlの 冷培
養液 に て洗浄 し た ． ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ お よ び ガ ラ ス
ビ ー ズ に 付着 した細胞 を培養液に て洗 い 出し， 遠心 し
た の ち収集 した ． 採取 し た細胞の 一 部は ス ライ ドガ ラ
ス に 塗抹 し， 風乾後，抗 第YIIl因子 関連抗原抗体 くD AC O
社う を用 い た螢光抗体間接法に よ り， 内皮細胞 であ る
こ と を確認 した．
III
，
フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 測 定用 サ ン プ ル 調 整
分離 し た 内皮細胞 を Ca2 ＋ や M g2 ＋ を 含 ま な い 10
m M リン 酸 緩 衝液 くpho sphate －buffe r ed salin e，
P B SHpH 7．2I に て， 2回遠心洗浄後， 70％ エ タ ノ
ー
ル に て， 4
0
C， 16時間固定 した ． 次 に ， P B S にて 2 回
遠心 洗浄後， 80
0
C， 10分間加熱 した リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
くSigm a社12000単位 を含む溶液 に て 3 7
0
C， 30分間の
振 漫 培 養 を 行 っ た0 リ ン 酸 － ク エ ン 酸 緩 衝 液
くp王1 6．5うに て 2回 遠心 洗浄衡 細胞沈漬 に 2 N H Cl を
加 え， 30
0
C， 90分の 加水分解 を行 っ た ． 0 ， 15， 30，
60， 90分の 計 5 回の サ ン プ リ ン グ を 行い ， 0
0
C O．1 N
H Cl で反応 を止 め， リ ン 酸－ク エ ン 酸緩衝液 で 2 固遠
心洗浄 を行 っ た ． 細胞 を 1 XlOt へ ulO5 個含む様 に 調整
した サ ン プ ル 0．2 mlに ， リ ン 酸－ク エ ン 酸 緩衝液 に
0．15 N NaCl お よ び ア タ リジ ン オ レ ン ジ く和光純薬l
を 10ノノgノmlの 濃 度 で 含 む 染色液 1．6 ml を加 え，
4
0
C， 30分間の 染色 を行 っ た ．
1V． フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 螢光量測 定
測定 に は， C S－20型 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー く昭和
電工製1 を用 い ， デ ー タ ー 処理 お よ び保存 に は 付属 コ
ン ピ ュ ー タ ー C T U－工I を用い た ． 染色後の 試料は， 40
声 m ナイ ロ ン メ ッ シ ュ を通 した の ち， 488n m アル ゴ ン
レ ー ザ ー に て励 起 し， 適正 フ ィ ル タ ー を用 い て赤色螢
光 く波長帯 630旬 650n m， Fン6 3 0う お よ び緑色螢光 く波
長帯 5 15旬 575n m， F53 0う を測光 した ． な お ， 測定前に
A O 用標準 ビ ー ズ くOrtho 社l を用 い て 測定系の 調整
をお こ な っ た ．
V ． D N Aヒ ス ト グ ラム 解析
リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ処理 を 加え た細胞で は ， ア ク リ ジ
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Fig．1． A n u mbe r ofphago cytic cells a re s ee n within the n e c r otic focide v elopingin the
fr o ntal white m atter with m a rked spo ng ydege n e r atio n．
9 m o nths afte rir radiatio n． H 8t E stain X90．
Fig． 3． De myelin atio n e xtendsfr o mthe n ecrotic a re ato the whole white matter．





















Fig． 2． Blo od v e ss els a r o u nd the n ec r otic fo ci sho w hy perpla sia of plu mped e ndothelial
n u cleiくA こ 6 m o nths afterir radiatio n． H 8t E stain X250J， e ndothelialprolifer atio n with
a r e sulta ntlu min al n a r ro wingくB こ15m o nths after irr adiatio n H 8z E stain x250l a nd
pe riv a sc ula rinfiltr atio n of lym pho cytic c e1sくCニ 1 5m o nths afte rirr adiatio n． H ．良 E
Stain X350J．
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ン オ レ ン ジ は 主 に D N A二 重鎖間 に 結合 し緑色螢光
げ5 3ロコ を発 し， そ の 基 は相対的 D N A含量に 比 例 する
こ と が知 ら れ て い る
1 7ト 20－
．
こ の 現 象 を利用 し て， フ
ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ り F5 3く， を測 光 し て 得 ら れ た




Fe nlgeIl加水 分 解曲線の 解析
Fe ulge n加 水分解反応は細胞核内 D N Aか ら の ア プ
リ ン酸の 生成お よ び消失の 過程 を表す と考 え られ て い
る21 卜 24 l． B6hm ら2 5Iに よれ ば， こ の D N Aよ りの ア プ
リ ン酸の 生成 お よ び消失の 逐 次反応 は， 加水分解時間
tで の ア プリ ン酸の 壷 を y くtl と す る と次式で あら わ
され る ．
y くtl ニ aKl くe，k lし e．k 2りl くK2－Kl
a は初期 D N Aこ軌 Kl は ア プ リ ン 酸生成の 速度定数
K2 は ア プリ ン酸破壊の 速度定数で あ る． ま た， アク リ
ジン オ レ ン ジは ， 酸に よ る変性 をう けた D N A で は， そ
の 負に 荷電 した リ ン 酸 基 と静電的に 結合 し， 赤色螢光
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げ ン 63 01 を発す る こ とが 知 られ てい る． 上 式に フ ロ ー サ
イ トメ ー タ ー を用 い て Fン63 0を測光 し て得 られ た測定
値 を挿入 し， 最小 二 乗 法 プ ロ グ ラ ム を 用 い た コ ン
ピ ュ ー タ ー 解析に よ り， 呑パ ラ メ ー タ ー を求め た． 同
鵬 モ デル が 複数存在 する場合 は， 実測値と理 論値の相




放射線照射 3カ月後で は， 血管 およ び脳に は特記 す
べ き変化 はみ られ な か っ た ． 6 カ月後 では ， 主 と して
前頭葉の 白質内に 散在性に 海綿状変化が出現 し， 周辺
の 毛細血管お よ び細静脈に は， リ ン パ 球と思わ れ る 多
数の小円形細胞の 浸潤が み ら れ た． 大脳皮質の実質細
胞 や主 幹動脈 に は， 著変は な か っ た
． 9 カ月後で は，
海綿状変化を 示 す範囲が拡大 し， 前頭葉の み な らず頭
頂葉の白質内の 山 部 にも 長径が 1000月m 程度 の壊 死
巣が 出現 した く図 1うー 壊死巣 は液状の空洞化 を示 し，
8 8
その 内腔 に は， 多数 の 貪食細胞が み ら れ た－ また ， 壊
死 巣周辺 の 血管 に は壁 の 肥厚や細胞集積が み ら れ た
く図 2． Aナ． こ の 様な血管変化は，
一 般 に 白質内の毛細血
管や細静脈 に しば しばみ られ た が ， 皮質内血管の
一 部
に も同様の 所見が み られ た． しか し， 大脳皮質 に は明
らか な壊死巣は認 め られな か っ た ． 12 カ月後 に は， 9
ヵ月と ほ ぼ同様 の 壊死巣が み られ た ． 15カ月後で は，
壊死巣は拡大 し， 肉眼的に 大き さが 1
句 2 m m の 病巣
を識別 しえ た． 壊死巣 は主に 前頭葉の白質内に 多くみ
られ た が， 頭頂葉や側頭葉， 後 頭葉内に もみ られ た－
また ， 壊死巣と そ の周辺に は， 多数 の 貪食細胞が集模
して い た． 壊死巣は海綿状変化 を示す部分と連続 して
ぉ り， 壊死 巣周辺 の 血管 に は ， 内皮細胞の増殖 に よ り
内膳の狭窄 を示 す もの く図 2
－ B沖 ， 周囲に 著明な細胞
集積 を示 す も の く図2
－Cうが み ら れた ． 血 管変化 は， 9
ヵ月後 と同様 に 壊死巣周囲の毛細血管 お よび紳静脈
に
多 くみ られ た が， 壊死巣か ら離れ た 部分 に も観察
さ れ
た． 大脳皮質の 一 部 に は， 神経細胞の脱落 とグリア紳
口
胞 の 反応性増殖 が み られ た． 30カ 月後で は， 壊死 巣は
15 カ月後 と ほぼ 同様 の 大き さ で， 周囲 に は グ リ ア細胞
の 増殖 が み られ た ． LFB 染色で は， 15 カ月 以 降に 白質
の著明 な 脱髄性変化が み られ た く図3う．
II． 電 顕所見
放射線照射 3カ月後で は t 内皮細胞 に は著変 を認め
な か っ た ． 照射 6 カ月後 で は ， 毛細血 管や細静脈 の 内
皮細胞 の 胞体内に 微小の み こ み小胞 や呑飲空胞の増加
が み られ た ． これ らの 血管 に は， 胞体内に 多数の ラ イ
ソ ゾ ー ム 顆粒 を も つ 貪食細胞 が し ば し ば付着 し て い
た ． 照射 9 カ月後 で は， 血管内皮細胞 の 核 は肥大し切
れ こ み が 多く， 真正 ク ロ マ チ ンの 増加 を示 した． ま た，
核周囲部 に お い て は胞体の 肥厚に よ り血管内膿 は著 し
い 狭窄 を示 した く図4う． 胞体 内に は 中間径 フ ィ ラ メ ン
ト や フ リ
ー リ ボ ゾ ー ム が 発 達 し て お り， 多 数 の
w eibeトPalade小体 が み られ た く図5， 図 6l． 内皮細
胞 か ら血管内腔に 向か い 多数の微絨毛様の 突起 がみ ら
れ た く図6う． さ ら に， 内皮細胞 をと り ま く基底膜は多
pin o cytotic v e sicles a nd Weibe
l－ Palade bodie s．
9 m o nths afterirr adiatio n． E MX 18，000．
放射線照射後 に 生 ず る遅発性脳壊死 の 研究
層化 を示 し， 周囲に は 多数の 膠原緑綬が み ら れ た く図
7う． こ れ らの 血管を と り まく 星状膠細胞の 突起 は しば
し ば水腫様の 肥大を示 し た． 内皮細胞の 肥 厚 に よ り著
明な内腔狭窄を示 す血管は壊死巣の周囲 に お い て ， 照
Tablel． T he D N A distr butio nin e ndothelial
C ellsin differ e nt periods afte rir r adiatio n
昌2ぎ霊言






































c o ntrolエ 6．4
十 m o nths こI n o nqirr adiated dog．
the valu esho wing t he s m a11e st de viatio n．
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射 15 カ 月後 まで 認め られ た． 照射 30 カ月後に は， 血
管内皮細胞 は ほぼ正 常 な超微形態 を示 し た．
EL 増殖期細胞比率
増殖期細胞比率は ， 対 照群 で は 6．4％であ るの に 対
し， 庵 射群 で は 3 カ月後15．0％， 6 カ月後 14．7％， 9
カ月後 23■3％， 12 カ月後 14．5％， 15 カ月後15．7％，
30 カ月後 20．1％と い ずれ も高値 を示 し， 9 カ月後 に 最
大で あ っ た く表1う．
1V． Fe血Ige n加 水分解曲線の 解析
15 Gy照 射15 カ月後の 犬 よ り得 られ た成績 を図 8
に 示 す． 図の 左 に お い て縦 軸 は緑色螢光強度 くF5 301
くa rbitra ry u nit， a ． u．l， 横軸は赤色螢光強度tF，。，。1
くa ．山 を示 す
．
ド ッ ト1 つ は細胞 30個を表す ． 図の 右
は左 に お け る赤色螢光の み を ヒ ス トグラム 表示 した も
の で ， 縦軸 は細胞数 を示 し， 横軸は赤色螢光強度 を示
す
．
こ の よ う に 加水分解時間 0分で は， ア ク リ ジ ン オ
レ ン ジは主 に D N A二 重鎖間に 結合 し緑色螢光 を発 し
た の に 対 し， 15分以降で は螢光波長 は大きく 赤色に 傾
Fig． 6－ T he e ndothelial cytopla s mha s abu nda nt fre e ribo s o m e s a nd micro villo u spr oJe C．
tio n sinto thelu m en．
9 m o nths afte rirr adiatio n． E MX 12，00．
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き ， ア プ リ ン 酸の 生成 を示 した ． また ， 時間 の 経過と
共 に， 赤色螢光強度の ピ ー ク値は 18， 17， 13， 8 と減
少 し， ア プ リ ン 酸の消失 を示 した． 表 2 はコ ン ピ ュ
ー
タ ー 解析に よ り得 られ た各 パ ラ メ ー タ ー を示 した も の
で ， 図9 は そ の成績 を図式化 した も の で あ る． 表お よ
び図中の 工p は ア プ リ ン 酸の 最大 生成量を示 し， tP は そ
の 加水分解時間を示 す ． tp は照 射 3 カ月後 に 最大と な
り， そ の後減少 し9 カ 月後に 最小 とな っ た ． 12カ月 以
後再び上 昇す る傾向が み られ た ． 工p は照 射 6 カ月後 に
最大と な り 12カ 月後 に 最小 とな っ た ． a は照射 3カ 月
Table2． Repr e se ntativ e v alu e sfo rthe kin etic pa r a m et rs of Fe ulge
n hydrolysIS


















































































































c 。ntr OII 23．7 30．76 35．3 6 1．40xlO．
1 5．85xl O－3
T m o nthsi壬 n o n－irr a．diated dog．
the m o st prope r v alu e obtained fr o m the regressio n a nalysis betwe e n obse
rved a nd
expe cted valu e s．
Fig． 7． Regenerating c apilla rie s a re sur ro unded by m ultilaye red ba s a
lla min a a nd a n u mbe r
of c ollage nfibrils，
9 m o nths afte rirr adiatio n． E MX18，000．
放射線照射後 に 生 ず る遅発性脳 壊死 の 研究
後に 最大 とな り， その 後， 徐 々 に 減少す る傾向が み ら
れた ． Kl は照射 3 カ 月後 に 最ノトと な り， 9 カ月 後に は
最大値 をと り， tP と ほ ぼ逆 の 位相関係 が み られ た． ま
た， K2 は照射 6 カ月後に 最小 と な り， 12 カ 月後 に 最大
値 をと り， Ip と ほ ぼ逆の 位相関係が み ら れ た． こ の 様
に して得 られ た各パ ラ メ ー タ ー の 値 を用 い て 描 い た加
水 分解曲線 を図 10に 示 す． 図 に お い て横軸 は加水分解
時間を示 し，縦軸 は赤色螢光義 く相対的 ア プリ ン酸量う
を示 す． 立 ち 上 が りの カ ー ブ はア プ リ ン 酸の 生成過 程
を表し， 照射 9 カ月後 に 最も急峻で あ っ た ． ピ ー ク 値
以 降に 続く カ ー プは ア プ リ ン 酸の 消失過程 を表わ し，
照射6 カ 月後に 最も綾徐で あ っ た ．
考 察





































C hr o matin Stain ab jJity
Fig．8■ Stain ability of n u cle a r chro m atin by
Fe ulgenhydr olysis．
Co mputer－dra w n sc atte rgr a m sof e ndothelial
C ells follo w lng the a cridin e o r a nge staining a r e
Sho w nin theleft， While slngle pa r a m et rfrequ en－
Cy histogram s of r ed flu o re s c e n c e a resho w nin
the right．
9l
まで 多数の 組織学的研究が な さ れ てお り ， そ の 発 生 に
は血液脳関門の 破綻や血管透過性の 完進お よび 血 管内
腔の 閉塞な どが重 要な 役割を果 す とさ れ て い る
． す な
わ ち， Llen aら7，， Mats u m u r aら26，は臨床材料 を光顕
と電踵 を用 い て検索 し， 壊死 巣周囲の 血管 に 類線推素
変性や内皮細胞 の 非蒋化， 窓形成， ピ ノ サイ ト ー シ ス
の 完進な どを み た． wwd 九 Ca ven e ss川 は サル を 用 い た
実験 で ， 壊死 巣 とそ の 周囲の 血管 に 内皮細胞の 消失や
過形成を み た
．
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Fig． 10． Feulge nhydr olysis c u rv e S Of e ndothelial
C ells in differ e nt periods afterir radiatio n．
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実験で毛細血管の内皮細胞 に 膨化や壊死 を み た■ 本研
究で は， 15 Gy の放射線照射 6 カ月後よ り白質 の 海綿
状変化が出現 し， 血管周囲の 小円形細胞浸潤や 血 管内
皮細胞の ピ ノ サイ ト ー シ ス の 克進 が み られ た こ と よ
り， 脳血管の 透過性の 冗進が 示 唆さ れ た ． 照射 9 カ月
後 に は， 部分的 に壊死巣が出現 し， 15 カ月後 に は壊死
巣は ほぼ 完成 し た． 壊死巣周囲の 血 管に は透過性冗進
を示す所見に 加 え， 内皮細胞 の肥厚や増殖 に よ る血 管
内腔の閉塞が み られ た． さ らに ， 周囲の 神経細胞に は，
核 ク ロ マ チ ン の濃縮や ニ ッ ス ル 小体の 中心崩壊 な どの
虚血性変化が み られ ， グ リ ア細胞 は反応性増殖 を示 し
た こ とよ り， 血液脳関門の破綻 に よ る微小循環障害が
示唆 され た． 照射 15 カ月以後 に は壊死巣に 加 え広範な
脱髄病巣が み ら れ た． 以上 よ り， 放射線照射後 の 早い
時期で は なく 遅発性 に脳壊死 が生ずる の は， 放射線が
直接脳 に作用す る の で は なく ま ず脳血管 に 何 ら か の障
害を与 え， そ の結果二 次的 に 脳細胞 や髄鞘 が障害さ れ
る た め である と解さ れ る． し たが っ て ， 遅発性脳壊死
の発生機序を解明す る 糸口 は， 脳血管 こ と に その 内皮
細胞 が放射線 に よ っ て どの様 な生化学的変化を き たす
か を知る こ と に ある． な か ん ずく， 放射線が血管内皮
細胞の細胞周期 に与 え る影響 を究明 す れ ば， な ぜ 照射
後 一 定の 期間を お い て形態学的 な らびに 機能的 に 異常
な血管内皮細胞が再生さ れ るか が わ か る は ずで ある ■
正 常の血管内皮細胞の D NA 合成期 くS 期う 細胞比
率 に つ い て は 従来 よ り 多数 の研 究 が な さ れ て い
る2 7ト 細 ． す な わ ち，Enger m a nら
2 71は 3H ．thymidin eを
用い た オ ー トラ ジ オ グラ フ イ
一 に よ り， マ ウ ス 毛細血
管内皮細胞の S 期細胞比率は， 網膜で は 0．01％， 心筋
で は 0．14％以上で あ る と 報告 した． Ta nn o ck ら
細 は
同様 の方法で筋肉， 骨， お よび 皮膚 に お け る S 期細胞
比率 を算出 し， い ずれ も 0 ル 2．4％で ある と し た． 従来
より ， 放射線照射 に より細胞周期 の同調お よ び遅延が
ぉ こ る こ とが 知ら れ てい る が3 0ほい， 現在 に 至 る まで ， 玩
め 0 に お い て放射線照射 に よ る脳内血管内皮細胞 の
細胞周期の 変化 を検索 した報告 はみ られ な い ． 本研究
に お い て は， 内皮細胞の増殖期細胞 くS＋ G2＋Ml 比率
は対 照群 で は 6．4％で あ る の に 対 し， 照 射 群 で は
14．5旬 20．1％とい ずれ も より 高値 を示 した． また ， 組
織学的 に 明瞭 な壊死巣 が初 めて 出現 した 照射 9 カ月後
に お い て増殖期細胞比率 は 23．3％と 最大値 を示 した －
こ れ ら の事実 は， 壊死巣の発生 と血管内皮細胞 の増殖
期細胞比率 に は密接 な相関が ある こ と を示 唆 し て い
た． す なわ ち， 照射 に よ り細胞周期の部分的同調 をう
けた 内皮細胞の多くが， 9 カ月前後 に 次期分裂期 に 入
り， こ の時期 に初 めて 照射 に よ る DN A障害が顕在化
す る た め， 形態的お よび機能的に 異常 な内皮細胞が再
生 さ れ たも の と 思わ れ た． そ こ で本研究 に お い て は，
さ ら に 放射線照射後 に 生ずる血管内皮細胞 の D N Aの
質 的変化 に つ い て Fe ulge n加 水分解反応 を 用 い て 定
量的な解析 を行 っ た ．
Fe ulge n加水分解反応 は従来， 核 D N A の定量 に 利
用 さ れ て き たが ， 近年， 加水分解曲線 に コ ン ピ ュ ー タ ー
解析 を加 え D N Aの 質的変化 を定量的に 解析 する 方法
に 応用 され て い る3 2ト3
41
．
Fe ulge n加水分解曲線に お い
て， 最 初 の 急峻 な カ ー ブ は ア プ リ ン 酸 の 生成 を 示
し2 1卜2 3，－3 5－， Kl は その 速度定数 で ある ． 鵬 般 に ， 細胞周
期内各分画に よ っ て Feulge n反応 が 異 な り
3 61
， D N A
の 転写活性の 高 い 細胞 ほ ど反応 が大き い こ と が知 られ
て い る37ト 401． ま た， D N A合成前に は Fe ulgen 加水分
解反応 が数倍 に 高ま り， ク ロ マ チ ン は よ り分散し た構
造を と る41ト 欄 ． 以上 の 事実よ り， ア プ リ ン酸生成 の 速
度定数である Kl は ク ロ マ チ ン の 空間構造の 差に よ る
D N A転写活性 に 相関 す る パ ラ メ ー タ ー で ある と 考 え
られ る． 本研究 に お い て， Kl が照射後 9 カ月 で最大と
な っ た 事実は ， この 時期 に 血 管内皮細胞の ク ロ マ チ ン
構造 の 分散化が お こ り D N Aの 転写活性が増大 した こ
と を示 唆 して お り， 同時期 に 増殖期細胞比率が最大 と
な っ た事実 と 一 致す る ． 一 九 ア プリ ン酸生成 に続 く
緩や か な カ ー ブ は ア プリ ン酸 の消失 を示 し， K2 はそ の
速度定数である． Ande rs so nら
44卜 彗 ま， E hrlich 腹水
癌細胞 を用 い て Fe ulge n加水分解曲線 を解析 し， ア プ
リ ン 酸消失の過程 は D N A の安定性 に 相関 す る と し
た
．
M iyo shi ら
3 4，は ， ラ ッ ト脳 内の細胞で Fe ulge n反
応の 相違を調 べ ， K2 は加令と と も に 増大す る こ と を示
し， 同様の 結 論を述 べ た ． 本研究で は， E2 は 照射後 6
カ月 に 最小， 12カ月 に 最大 とな り ， ア プ リ ン 酸の最大
生成量 で あ るIp と ほぼ 逆の 位相関係 を示 した一 す な わ
ち ， ア プ リ ン 酸消失過程 の 遷延 に より ア プ リ ン 酸の 最
大生成量が増加 し， D N Aの 不安定性 が増 して い る こ
とが 示 唆さ れ た ．
以 上 ， 本研究 で 得 られ た成績 よ り， 放射線照射後に
生ず る遅発性脳壊死の 成因と し て ， 照射 に よ っ て 生 じ
た脳内血管内皮細胞 の 潜在的 D N A障害お よ び細胞周
期の 同調が重要な役割を果す こ と が示 唆 され た ．
結 論
放射線照射後 に 生ずる遅発性脳壊死 の 発生と脳内血
管内皮細胞障害 との 関連 に つ い て， 雑種成犬の 大脳半
球 に ライ ナ ッ ク X 線15 Gy を1 回照射 し， 組織学的な
ら び に 生化学的検索を行 っ た ．
1 ． 放射線照射後9 カ月 より 主 と して前頭葉の 白質
内に 壊死巣が出現 し， 15 カ月 で ほ ぼ 完成 した．
2 ． 光顕的 に は， 壊 死巣周囲の 血管は 小 円形細胞の
放射線照射後 に 生ずる遅発性脳壊死 の 研究
浸潤や内皮細胞の 増殖 お よび そ の 肥厚に よ る血 管内腔
の 閉塞 な どを示 した ．
3 ． 電頗的に は， 血管内皮細胞 は核の 真正 ク ロ マ チ
ン の 増加， ピノ サイ ト ー シ ス の 克進， フ リ ー リ ボ ゾ ー
ム や Weibel－Palade ノJl体， 徴絨 毛 の 増加お よ び基底膜
の 多層化な どを示 し た．
4 ． 血管内皮細胞の 増殖期細胞比率は， 照射群 で は
い ずれ も対照群 よ り高値を示 し， 照射 後9カ 月 で 最大
で あ っ た ．
5 ． D N A よ りの ア プ リ ン 酸の 生 成速度定数は ， 照
射後 9 カ月で 最大と な り， 同時期 に お け る D NA の転
写活性の 高さ を示 唆し た．
6 ． 以上 よ り， 放射線照射 に よ る遅発性脳壊死の発
生に ， 脳 内血 管内皮細胞 の 細胞周期 の部分的同調 と
D NA 障害が 重 要な 役割 を果す こ と が 示唆 さ れ た． ま
た， 放射線照射 9 カ月後 に 脳壊死 が生ずるの は， 照射
に よ る内皮細胞 の D N A障害が次期分裂期に 入 っ て初
めて顕在化す る た めで あ る と推定さ れ た．
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T he pathophysioge n e si of delayed cerebral ne cr osis afterir radiatio n was studied hist ologlC ally
a nd．bioche mic ally in 2 5 dogs with spe cial atte ntio n t o the va sc ular e ndothelial iq u ries． T he
a nim als w e re sa c rinced 3， 6， 9， 1 2， 15 a nd 30m o nths aRe rthe singleirradiation of 1 5 Gy X － r ay a t
the he mispher e． Spe cim e n s of the ir radiated brain w e re r e se cted fbr the light a nd ele ctron
micros c opic in v e stlgation ， a nd vas c ula r e ndothelial ce11s w e re prepar ed fbr the now cyt om etry．
T he c e11ratioin the gr o wthくS＋ G 2 ＋ M，phase wa s c alc ulated toa ss aythe tran sftr ofc e11cycles．
Fu rtherm ore， the r elativ e a mou nt ofapu rinic acidw a s m ea su r ed toa ssay qualitative changes of
D N A． M icros c opI C a11y， nO m a rked change w as n oted 3 m onths afte rir r adiation ． A fte r 6
m onths， SPO ngy Cha nge s w e r e obse rv ed especially l nthe ltontal white m atte r． A fter 9 m onths，
SPO ngyCha nge sde v eloped with re sultant ne cr otic fbci
， a nd blood v essels show ed e ndothelial
pr oliftra tion with alym pho cytl Cin mtr atio n ． T hese cha ngesde v eloped u ntil 15 m o nths， bu tfresh
ne C rO tic fbci w e r e n o more observ ed 30m o nths after ir r adiation － By ele ctron micros cop y，
C aPilla ries a nd v e nule s sho w ed in c reased pin o cytosi ofendothelialcells6 m o nths afte rirradiatio n
a nd m a rked lu min al narrow l ng due to the s w olle n n u clei 9m o nths afte rir radiatio n． Endothelial
n uclei showed a nin c r e ase of infbldings and euchrom atin， While the cytoplasm had a n umber of
inte rm ediate nla me nts， ffe e ribos o m es， W eibel－ Palade bodies a nd microvillo u spr oJeCtio ns． The
endothels w e re s u r ro unded by m ultilayered bas al lamina and a n u mbe r ofc ollagen fibrils． The
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vessels show edthe se ultr astructu r alcha nges u ntil 1 5m onths afterir radiatio n， butbec a
m e alm o st
nor ma1 3 0m o nths afte rir radiatio n． T he cellratio in the growthpha s ew as 1 5．0 ％く3 m o nthsl，14．
7％く6 m onthsl， 23．3％く9 m onthsl， 14－5 ％り2 m o nthsl1 5．7 ％t1 5m o nt
hsland 2 0■1 ％く30m onthsl，
respectively， a1lofw hich w
e r ehighe rtha n6．4 ％ofthe c o ntr ol．
T he r ate c onsta nt ofapu rinic acid
fbr m ation くKIJ w as minim u m3 m onths afte rirradiation w hile it w as max
im u m afte r9 m o nths．
T he ra te c ontsant ofapu rinic aci d destr uctionくK21 w a s minim u m6 m o nths afte rirr adiat
ion while
it w as m axim um afte r12 m onths． Further m o r e， the m a xim alyieldofapu rinic ac
id w a sininve r se
pr oportio nt oK2 ． Itis sugges
ted ffom these data that vasc ular e ndothelial inJu ries due t o the
im palrm e nt Ofcellcycles a
nd D N A fbllow lng lr radiatio n c o ntribute t o the delayed occ urren c e of
ce rebr al n e c r osis．
